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ERMEK HE mr REESE DS, 





HE: [HB55]4 2f E va ESTE SC Rid" k Nosema bombycis 5 ZÆ Bombyx mori 蛋白 的 相互 作 
JR du P AE Go 39) OR IRURE E P EUER RES [2 2E] KA Far-western blot 分 析 与 
REMET 5 EUR 48 22 4E JR 6*8 30 PAEA , ARER Dg IB AES EC V PCR 扩 增 候选 蛋白 的 基 
,连接 到 pET30a 载体 并 转 入 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a 感受 态 细胞 培养 ,测序 选取 正确 的 3 
个 重组 质粒 ,转化 到 大 肠 杆 菌 E. coli B121 感受 态 细胞 中 诱导 表达 候选 蛋白 , 亲 和 层 析 柱 纯化 候选 
蛋白 ,制备 多 克隆 抗体 。 用 免疫 共 沉 淀 和 间接 免疫 荧光 技术 验证 候选 蛋白 与 家 蛋 微 孢子 虫 的 相互 
作用 。 【结果 】Far-western blot 筛选 到 的 anti-SWP9 和 anti-SWP5 抗体 与 感染 家 蚕 微 孢子 虫 的 家 和 
中 肠 总 蛋白 的 PVDF BUS , 2-314 26 kD 和 34 kD 处 检测 到 一 条 特异 条 带 , 说 明 家 乔 微 孢子 虫 与 
26 kD 和 34 kD 的 家 蚕 中 肠 蛋 和 白 发 生 了 相互 作用 。 对 质谱 鉴定 结果 进行 蛋白 质 的 分 子 量 \ 肽 段 数 
以 及 功能 的 分 析 , 筛选 出 与 家 乔 微 孢子 虫 相 互 作用 的 候选 家 乔 蛋 白 烯 酰 辅酶 A 水 合 酶 (上 CHI )、 甘 
jh RE-3-85 82 C LB GAPDH) 和 3-XE BEAR BE A 脱毛 酶 (HCDH) 。 利 用 制备 的 能 够 特异 识别 ECHI, 
GAPDH 和 HCDH 3 种 蛋白 的 多 克隆 抗体 anti-ECHL, anti-GAPDH 和 anti-HCDH 进行 免疫 共 沉 淀 ， 
证 实 了 家 自 微 孢子 虫 与 家 乔 中 肠 蛋 白 ECHI fe GAPDH 具有 相互 作用 ;间接 免疫 荧光 分 析 结 果 进 
一 步 说 明 GAPDH 能 与 家 乔 微 孢子 虫 特 异性 结合 。【 结论】 家 乔 微 孢子 虫 可 以 和 家 蚕 蛋 白 了 上 CH1 和 
GAPDH 特异 性 结合 。 由 于 上 CHI] 是 定位 于 线粒体 膜 上 的 脂肪 酸 B- 氧 化 的 关键 酶 ,CAPDH 是 糖 酵 
解 途 径 的 关键 酶 ,推测 家 看 微 孢 子 虫 可 能 通过 和 家 看 ECHI 和 GAPDH 的 相互 作用 ,在 空间 上 靠近 
宿主 细胞 的 线粒体 和 糖 酵 解 途径 ,便于 摄取 宿主 细胞 脂肪 酸 B- 氧 化 和 糖 酵 解 途径 产生 的 中 间 产 物 
和 ATP ,满足 家 乔 微 孢子 虫 的 物质 和 能 量 需 求 。 
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Interaction between Nosema bombycis and proteins BmECHI and 
BmGAPDH in Bombyx mori 
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Life Sciences, Chongqing Normal University, Chongqing 400047 , China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to study the interaction between Nosema bombycis and proteins in the 
silkworm, Bombyx mori at the molecular level, and to explore the reason that N. bombycis is close to the 
energy center in B. mori cells. [ Methods] Far-western blot analysis was used to search the silkworm 
midgut proteins that can interact with microsporidia, and the proteins were identified by mass 
spectrometry. PCR was used to amplify the candidate genes, which were then ligated into pET30a vector 


and transferred into Escherichia coli DHSo competent cells. The correct recombinant plasmids were 











> 


























| 
& 





项 目 :“ 十 二 五 ”农村 领域 国家 科技 计划 项 目 (2012AA101301) ; 重庆 市 社会 民生 科技 创新 专项 (cstc2015shmszx80031 ) ; 重庆 市 基础 与 前 
沿 研究 计划 项 目 (cstc2015jcyjA80014) 

作者 简介 : 安 欢 迎 , 女 , 1988 年 8 H, 河南 开封 人 , 硕士 ,研究 方向 为 动物 学 ，E-mail: 1065379027@ qq. com 

* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail; wanglinling2005@ 163. com 

收 稿 日 期 Received; 2016-10-19; 接受 日 期 Accepted; 2016-11-30 














46 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


60 卷 





selected and transformed into E. coli BL21 competent cells to induce the expression of the candidate 
proteins. The candidate proteins were purified by affinity chromatography to prepare polyclonal antibodies. 
The protein interaction was tested and verified by co-precipitation and indirect. immunofluorescence 
techniques. [ Results] Far-western blot result showed that when anti-SWP9 and anti-SWP5 were 
incubated with N. bombycis infected silkworm midgut proteins, specific bands of 26 kD and 34 kD 
appeared, respectively, indicating the interaction between N. bombycis and silkworm midgut proteins (26 
kD and 34 kD). Enoyl-CoA hydratase precursor 1 ( ECHI ) glycerol-3-phosphate dehydrogenase-1 
(GAPDH) and 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase ( HCDH) , which could interact with N. bombycis , 
were identified by mass spectrometry analysis on molecular weight, peptide number and function. By 
using the obtained antibodies anti-ECHI1 , anti-GAPDH and anti-HCDH, specifically for proteins ECHI, 
GAPDH and HCDH, respectively, co-immunoprecipitation analysis showed that N. bombycis had 
interactions with BmECH and BnGAPDH, which could be combined together to precipitate. Indirect 
immunofluorescence results further showed that BmGAPDHI could specifically bind to N. bombycis. 
[ Conclusion] BmECH1 and BnGAPDH can combine with N. bombycis. ECHI is the key enzyme of fatty 
acid beta oxidation, which is localized on the mitochondrial membrane. GAPDH is a key enzyme in the 
pathway of glycolysis. Through the interaction between N. bombycis and proteins BmECHI and 
BmGAPDH, it is speculated that N. bombycis is close to the host cell mitochondria and glycolysis, and the 
approach lets intermediate products and ATP uptake become more convenient. The intermediate products 
and ATP can meet the matter and energy demands of N. bombycis. 


Key words: Nosema bombycis; Bombyx mori; midgut proteins; enoyl-CoA hydratase precursor 1 


( ECHI) ; glycerol-3-phosphate dehydrogenase-1 ( GAPDH) ; protein interaction 








KAMATE Ji — Pe EAEAN EAE e n 2x, 
粒 体 的 真 核 生 物 (Sprague et al., 1992; Weber and 
Bryan, 1994; Yazar et al., 2013) ,在 长 期 的 进化 过 
程 中 微 孢 子 虫 已 进化 出 一 种 特殊 的 侵 染 方式 ( 稚 红 
娟 等 , 1999; Bigliardi and Sacchi，2001 ) 。 在 物理 、 
化 学 刺激 物 的 刺激 下 ,引起 孢子 内 渗透 压 的 改变 , 促 
使 极 管 弹出 (Franzen,，2004) ,然后 将 孢 原 质 注入 寄 
主 细 胞 并 开始 繁殖 (Schottelius et al., 2000) , 

微 钨 子 虫 在 寄主 细胞 中 生存 和 繁殖 需要 能 量 和 
物质 的 供给 。 最 新 研究 表明 , 微 和 抱 子 虫 的 线粒体 已 
经 减 缩 成 形态 结构 和 生化 代谢 简单 的 纺锤 剩 体 
( mitosome) ,纺锤 剩 体 是 一 类 存在 于 某 些 单 细胞 真 
核 生物 中 的 由 双 层 膜 包 右 结构 简 单 的 线粒体 同 源 
细胞 器 ,不 具有 三 羧 酸 循环 和 氧化 磷酸 化 等 线粒体 
的 典型 功能 ( Keeling, 2009) 。 家 乍 微 爷 子 虫 基因 组 
数据 显示 ,家 香 微 雹 子 虫 具有 糖 酵 解 途径 ERA DOES 
途径 ,但 是 缺少 三 羧 酸 循环 代谢 途径 ,家 香 微 雹 子 虫 
仅 由 糖 酵 解 途径 产生 的 能 量 远 远 不 够 其 生长 繁殖 所 
需 ( 潘 国庆 等 ,2009 ) ,关于 微 孢 子 虫 完成 生长 和 增 
殖 的 能 量 来 源 一 直 是 研究 的 热点 和 难点 (Keeling， 
2009 ) 。 

有 学 者 研究 发 现 ,家 得 微 爷 子 虫 侵入 宿主 细胞 
以 后 ,在 线粒体 的 周围 聚集 着 大 量 的 微 孢 子 虫 ( 蒲 


















































RE, 1992; Christian et al., 2014); 潘 国 庆 等 
(2013) 通 过 电镜 对 感染 CQL 株 家 看 Bombyx mori 中 
肠 组 织 切 片 中 观察 到 , 裂 殖 子 的 周围 存在 着 大 量 的 
线粒体 。 这 些 研究 都 表明 家 看 微 钨 子 虫 会 尽量 靠近 
寄主 的 能 量 中 心 。 在 这 个 靠近 的 过 程 中 扮演 了 重要 
的 角色 ,目前 还 没有 相关 的 报道 。 本 文 拟 对 家 和 蛋 微 
孢子 虫 与 家 在 中 肠 和 蛋白 的 相互 作用 进行 研究 ,在 分 
子 层 面 上 研究 家 看 微 孢 子 虫 向 家 看 细胞 能 量 中 心 靠 
近 的 原因 。 


1 材料 与 方法 


家 看 为 “大 造 ”"(P50) 品 种 ,来 自 于 西南 大 学 家 
REKE. KAMATE Nosema bombycis ( Nb) 来 
HT VUES ACE ZCÉ JE DA ZH EU FEAEZERKRE; 
di f fel T rh fel BE HE E DU DE ( anti-SWP4, anti- 
SWPS , anti-SWP7 , anti-SWP9 和 anti-SWP12 ) 来 自 于 
VU FSK AE CA ALBAE VIA E] 2E. ea SICH RR 
1.1 家 乔 微 孢子 虫 的 分 离 纯 化 与 家 蚕 中 肠 的 制备 

家 看 微 息 子 虫 以 1 x 10 个 均匀 涂 于 桑 叶 上 , 添 
食 家 看 3 龄 幼虫 ,于 5 龄 幼虫 第 6 天 收集 病 看 丝 腺 
或 中 肠 , 采 用 差 速 离心 和 Percoll 密度 梯度 离心 的 方 
法 分 离 纯化 家 和 蛋 微 钨 子 虫 ,PBS ZEE np TE LAC 保 













































































1 期 安 欢迎 等 : KRMAR ECHI 和 GAPDH 蛋白 的 相互 作 








47 





au 











fi. PRR fa T d 5 BASE 5 龄 幼虫 中 肠 ， 
-80C 保存 。 
1.2 ”家蚕 中 上 肠 蛋 白 的 提取 及 抗体 的 检测 

WAWE + PBS 法 提取 家 符 中 肠 总 蛋白 。 将 制 
备 好 的 蛋白 样品 用 12% 的 分 离 胶 .5% 的 浓缩 胶 进 
行 SDS-PAGE 电泳 , 考 马 斯 亮 蓝 R250 染色 。 

提取 感染 微 孢 子 虫 的 家 和 蛋 中 肠 和 蛋白 ,经 SDS- 
PAGE 电泳 后 转移 到 PVDF 膜 上 ,以 抗 血清 anti- 
SWP4, anti-SWP7, anti-SWP9, anti-SWP5 和 anti- 
SWP12 分 别 进行 旷 育 (工作 浓度 1: 1 000) ,AP 标记 
的 羊 抗 鼠 抗 体 作 为 二 抗 进行 脚 育 (工作 浓度 
1: 1 000) ,BCTPZNBT 碱 性 磷酸 酶 显 色 。 
1.3 Far-western blotting 分 析 

提取 健康 家 看 中 肠 蛋 白 ,经 SDS-PAGE 电泳 后 
转移 到 PVDF 膜 上 ,用 纯化 的 家 看 微 孢子 进行 用 育 
ifc OS REL HI 2638 ULT ER 83 ECBE REDE EI pc 
体 孵 育 ) ,用 TBST 清洗 3 次 ,然后 以 1: 1 000 体积 比 
稀释 的 抗 血 清 anti-SWP4, anti-SWP7, anti-SWP9 , 
anti-SWP5 和 anti-SWP12 进行 孵育 ,1: 1 000(v/v) 
AP faic B3 É pt BUDL MS fe 2g — pot tT A , BCTP/ 
NBT 碱 性 磷酸 酶 显 色 。 
1.4 质谱 鉴定 

挖 取 凝 胶 对 应 的 蛋白 , 送 至 重庆 泽 恒 生物 公司 
进行 质谱 分 析 。 和 蛋白 进行 胶 内 酶 切 , 凝 胶 样 品 管 中 










































































加 入 200 ~ 400 uL 脱色 液 (30% ACN/100 mmol/L 
NH,HCO,) ,清洗 脱色 至 透明 , 吸 弃 上 清 , 冻 干 。 加 
入 2.5 ~10 ng/ pL Trypsin 溶液 ,在 37% 条件 下 反应 
20 h 左右 ,加 入 100 uL 抽 提 液 (60% ACN/O. 1% 
TFA) 超 声 。 酶 解 产 物 经 毛细 管 高 效 液 相 色谱 分 离 
后 用 质谱 仪 进行 质谱 分 析 。 毛 细 管 高 效 液 相 色谱 条 
件 : 色 谱 柱 以 95% 的 A 液 (0.1% 甲酸 的 水 溶液 ) 平 
衡 后 ,样品 由 自动 进 样 器 上 样 至 Trap 柱 。 质 谱 数 据 
采用 Bioworks Browsers 3. 3 软件 检索 分 析 。 
1.5 互 作 蛋白 的 原核 表达 、 纯 化 及 多 克隆 抗体 的 
制备 

3 种 候选 蛋白 基因 的 引物 由 Primer Premier 5. 0 
软件 设计 , 送 至 南京 金 斯 瑞 公 司 合成 ,引物 序列 如 表 
1 所 示 。PCR 产物 用 OMEGA 琼脂 糖 DNA. 回收 试剂 
盒 进 行 目的 片段 纯化 回收 。 用 限制 性 内 切 酶 BamHI 
和 Sal[ 对 目的 片段 和 pET30a 进行 双 酶 切 ,连接 ,转化 
到 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a 感受 态 细 胞 中 , 通 
itp PCR 挑选 阳性 克隆 送 南 京 金 斯 瑞 公 司 进行 测 
序 。 提 取 测 序 正 确 的 重组 表达 质粒 pET30a-ECHI , 
pET30a-GAPDH 和 pET30a-HCDH ,转化 到 大 上 肠 杆菌 
E. coli BL21 感受 态 细胞 中 , 挑 取 单 菌落 37Y 摇 床 中 
振荡 培养 ,用 IPTG 进行 诱导 表达 。 融 合 和 蛋白 用 
HisTrap HP 组 氨 酸 标记 亲 和 层 析 柱 纯化 。 纯 化 蛋白 
免疫 小 鼠 , 制 备 多 克隆 抗体 , -20% 保存 备用 。 












































表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 











引物 名 称 引物 序列 (5' -37) 片段 大 小 (bp) 退火 温度 (%C ) GenBank 登录 号 
Primer name Primer sequence Fragment size Annealing temperature GenBank accession no. 
ECHI F: CGGGATCCATGGCTTCTGTCGCTACTCT 888 57. 63 ABD36107 1 

R: ACGCGTCGACTTCATTCTTGAAATTCGGTG 59. 19 
F: CGGGATCCATGGCAGATAAACAGCCAAA 57. 60 
GAPDH ` 1 086 NP_001040424. 1 
R: ACGCGTCGACCAGTGAACATTTGACCAAGG 59. 22 
HCDH F: CGGGATCCATCTTTAAGGGCCTACTAGC 765 57. 61 BAD38674. 1 
R: ACGCGTCGACAGGCTGCATCCTGAGGGAGC 59. 277 ` 


1.6 免疫 共 沉 淀 验证 实验 

取 10* 个 纯化 的 家 系 微 孢子 虫 与 纯化 的 ECHI1 ， 
GAPDH 和 HCDH 4E F1 $5 PROP? A 3:96 AE A 
抑制 剂 ) 。 采 用 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 
的 免疫 共 沉 尝试 剂 盒 ,将 混合 液 加 入 柱子 中 ,12 000 
r/min 离心 30 s 弃 滤 液 ,加 入 700 uL 的 1 x IP buffer 
EET ,4 C 12 000 r/min 离心 30 s 后 弃 滤 液 , 重 
复 7 次。 将 柱子 放 入 新 的 离心 管 中 , 加 入 50 pL 的 
1 x 上 样 buffer, 95*C 水 浴 处 理 5 min 后 ,12 000 r/ 
min 离心 min。 用 制备 的 抗 ECH1, GAPDH 和 




















HCDH 的 多 克隆 抗体 进行 Western blot 检测 。 对 照 
组 的 家 和 蛋 微 孢子 虫 不 与 纯化 的 ECH1 ,CAPDH 和 
HCDH Æ HIA ,直接 用 1 xloading buffer 在 95% 水 
浴 处 理 5 min, 也 用 相同 的 抗体 进行 Western bolt 
杂交 。 
1.7 间接 免疫 荧光 定位 分 析 

将 纯化 的 ECH1 ,GAPDH 和 HCDH 和 蛋白 与 家 看 
微 孢 子 虫 孵育 过 夜 ,PBS 清洗 3 次 ,然后 用 制备 的 抗 
ECHI,GAPDH 和 HCDH 的 多 克隆 抗体 作为 一 抗 
(工作 浓度 1:100)37% EP 30 min, PBS 清洗 3 次 ， 
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FITC 标记 的 二 抗 (工作 浓度 1: 1 000) 377C 孵育 30 健康 家 看 中 肠 蛋 白 经 过 凝 胶 电 泳 ( 图 1: A) 后 
min , PBS 清洗 3 次 ,加 入 DAPI 31$ 20 min, PBS 清洗 3 转 到 PVDF 膜 ,混合 anti-SWP4, anti-SWP5, anti- 


次 , 涂 于 0.1% 多 聚 赖 氨 酸 处 理 过 的 载 玻 片上 ,加 抗 
荧光 狂 灭 剂 , 立 即 用 获 光 显微镜 进行 观察 。 


2 结果 


2.1 抗体 的 选择 

Far-western blot 技术 分 析 蛋 白质 的 相互 作用 ， 
成 败 的 关键 是 要 筛选 出 适当 的 抗体 。 为 了 能 在 Far- 
western blot 实验 准确 检测 到 家 看 微 孢 子 虫 ,本 研究 
选择 了 5 种 家 蛋 微 孢子 虫 孢 壁 蛋 白 的 抗体 (anti- 
SWP4, anti-SWP5, anti-SWP7, anti-SWPO 和 anti- 
SWP12 ) 作为 候选 抗体 。 


kD M 1 


116 —— 
66.2 一 一 一 
45.0 — w 


35.0 —— 


25.0 -— 


18.4 —— 


14.4 一 一 一 一 


^ Q9 dy QS 
QE 
和 
S SU NS 
kD E 
95 一 
B= 
S= 
g= | 
34— tt 
26- E 
17— 


SWP7, anti-SWP9 和 anti-SWP12 5 fh dp , + [n] SEP 
A HI DUE E; Sb €, AROULEE 88] S B5] S (o fii m 
P" 1: B, control 泳 道 ) ,说 明 5 种 抗体 与 家 看 蛋白 

质 都 没有 特异 性 相互 作用 。 感 染 Nb 的 家 看 中 肠 总 
和 蛋白 的 PVDF 膜 ,分 别 用 anti-SWPA, anti-SWP5, 
anti-SWP7 , anti-SWP9 和 anti-SWP12 作为 一 抗 ,多 

后 和 二 抗 孵 育 显 色 ,结果 表明 ,anti-SWP4 SET A 
HJ PVDF Jii :H 3m ,anti-SWP5 , anti-SWP7, 
anti-SWP9 和 anti-SWP12 HURI A WAER H LB] E 
单一 的 条 带 ( 图 1: B) ,说 明 anti-SWP5 ，anti-SWP7 , 
anti-SWP9 和 anti-SWP12 抗体 更 特异 ,这 4 个 抗体 
可 用 于 下 一 步 Far-western blot 实验 的 分 析 。 
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Fig. 1 








Analysis of interaction between Nosema bombycis and Bombyx mori midgut proteins 


A: 家蚕 中 肠 总 蛋白 的 SDS-PAGE 电泳 图 SDS-PAGE electrophoresis results of total midgut proteins of B. mori; B: 5 种 抗体 Western blot 结果 Western 
blot results of five antibodies; C: 4 种 抗体 的 Far-western blot 结果 Far-western blot results of four antibodies; D; 2 种 抗体 的 Far-western blot 结果 Far- 

















western blot results of two antibodies. M; 标准 分 子 量 蛋白 Protein molecular weight marker; 1; ZEP AEE 
SWPA; REPKE T n n AC PU SEE. HIREM T E EEE E 




















Total midgut proteins of B. mori; anti- 














H 4 抗体 The total proteins of midgut of silkworm infected by N. bombycis 





with the antibody against the spore wall protein 4 of N. bombycis as the first antibody; anti-SWP5 : RP Ze e (fel n HJ ze p SAEI, HH KEM 








Ja TEE H 

















5 抗体 The total proteins of midgut of silkworm infected by N. bombycis, with the antibody against the spore wall protein 5 of N. bombycis 


as the first antibody; anti-SWP7 ; RY ZEMI T RZEP AEK, -MAKEM UEA 7 抗体 The total proteins of midgut of silkworm 
infected by N. bombycis, with the antibody against the spore wall protein 7 of N. bombycis as the first antibody; anti-SWPO ; RYL ce (dipl T EWER A 
蛋白 , HAKE T EER 1 9 抗体 The total proteins of midgut of silkworm infected by N. bombycis, with the antibody against the spore wall protein 
9 of N. bombycis as the first antibody; anti-SWP12; RUZETE zc PAEA, HAZET EWH 12 抗体 The total proteins of 
midgut of silkworm infected by N. bombycis, with the antibody against the spore wall protein 12 of N. bombycis as the first antibody; control ; 对 照 ( 健 康 家 春 中 
肠 总 蛋白 , 一 抗 为 5 种 抗体 的 混合 液 ) Control (the total proteins of midgut of healthy silkworm, with the mixture of the five antibodies as the first antibody). 
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2.2 与 家 春 微 孢子 虫 相互 作用 家 乔 中 上 肠 蛋 白 的 
筛选 

Far-western blot 结果 (图 1: C) 显示 ,anti-SWP7 
和 anti-SWP12 PERIA B] PVDF 膜 没 有 显 色 信 和 号 。 
anti-SWP9 抗体 孵育 的 在 26 kD 处 检测 到 一 条 特异 
条 带 ,anti-SWP5 在 34 kD 处 检测 到 一 条 特异 条 带 ， 
HAKEME 18 5j 26 kD 和 34 kD 的 家 看 中 肠 蛋 
白 发 生 了 相互 作用 。 

用 抗体 anti-SWP5 和 anti-SWP9 进行 重复 实验 ， 
在 重复 实验 中 设置 了 对 照 组 (对 照 组 不 用 家 看 微 息 
TERRA), RWE LCD) Brzs , H] anti-SWPS 抗体 
杂交 ,实验 组 ( + ) YE 34 kD 处 有 一 条 特异 带 , 而 对 


RAC- ) 没 有 条 带 ; 用 anti-SWP9 抗体 杂交 ,实验 组 








(+) 泳 道 在 26 kD 处 有 条 很 特异 的 条 带 , 对 照 组 
( - ) 泳 道中 没有 条 带 , 经 过 多 次 重复 ,都 得 到 相同 
结果 。 因 此 选取 了 这 两 个 位 置 的 蛋白 进行 质谱 
鉴定 。 

对 质谱 鉴定 结果 进行 蛋白 质 的 分 子 量 、 肽 段 数 、 
履 盖 率 以 及 功能 的 分 析 ,筛选 出 3 个 候选 蛋白 ,分 别 
是 烯 酰 辅酶 A 水 合 酶 (enoyl-CoA hydratase precursor 
1, ECH1) ( GenBank 登录 号 ; ABD36107. 1) .甘油 
Ei-3-wi We Hu c EP (glycerol-3-phosphate dehydro- 
genase-], GAPDH ) ( GenBank 登录 5: NP _ 
001040424. 1) .3- 羟 酰 辅 酶 A 脱氧 酶 (3-hydroxyacyl- 
CoA dehydrogenase, HCDH ) ( GenBank. 登录 号 : 
BAD38674. 1) ,具体 信息 见 表 2。 




















表 2 与 家 看 微 孢 子 虫 相互 作用 的 候选 蛋白 


Table 2 The candidate proteins interacting with Nosema bombycis 


GenBank 登录 号 


GenBank accession no. 


肽 段 数 特异 性 肽 段 数 


分 子 量 (kD) 


Peptide number Number of specific peptides Molecular weight Isoelectric point 


等 电 点 (pl) 蛋白 名 称 





Protein name 





ABD36107. 1 41 14 
NP_001040424. 1 19 9 
BAD38674. 1 22 9 


2.3 ECHI, GAPDH 和 HCDH 多 克隆 抗体 的 制 
备 和 Western blot 分 析 

对 筛选 的 3 个 蛋白 ECH1, GAPDH 和 HCDH 进 
行 克隆 ,原核 表达 、 纯 化 ,得 到 了 纯化 的 融合 蛋白 
(图 2:A)。 用 融合 蛋白 免疫 小 鼠 制 备 多 克隆 抗体 ， 





A 
kD M 1 2 B 
116 — — 
664— = 
450— v 
50- 一 
25.0- = 
18.8 — = 
14.4 — - 


图 2 





WEARS A 水 合 酶 


31 853. 28 8.44 
Enoyl-CoA hydratase precursor 1 
bt a ER HH An 
39 666. 85 5.89 甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase-1 
-F$ HE A Hi 
26 930. 86 8.55 3- 羟 酰 辅 酶 A 脱氧 酶 


3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 


Western blot 检测 多 克隆 抗体 ,得 到 单一 的 杂交 条 带 
(图 2: B), 3€ Hj. anti-ECHI , anti-GAPDH 和 anti- 
HCDH 抗 血 清 制备 成 功 ,能 够 特异 识别 ECHI, 
GAPDH 和 HCDH 3 种 蛋白 。 





MAEA ECHI, GAPDH 和 HCDH 的 纯化 (A) 及 抗体 的 免疫 印迹 分 析 (B) 


Fig. 2 Purification of the fusion proteins ECHI, GAPDH and HCDH (A) and the Western blot analysis of antibodies ( B) 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; ECHI ; 2; GAPDH; 3; HCDH. 
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2.4 ” 共 沉 淀 分 析 家 看 微 孢子 虫 与 家 乔 中 上 肠 蛋 白质 
的 相互 作用 

用 制备 的 多 克隆 抗体 anti-ECH1 anti-GAPDH, 
anti-HCDH 分 别 对 家 看 微 孢 子 虫 与 1.5 节 纯 化 的 
ECH1, GAPDH 和 HCDH 和 蛋白 共 沉 淀 的 样品 进行 
Western blot 分 析 ( 图 3) ,对 照 组 除 家 看 微 孢子 虫 没 
有 与 纯化 的 ECH1,，GAPDH 和 HCDH 和 蛋白 孵育 外 ， 
其 他 步骤 完全 相同 。 实 验 结 果 显 示 anti-ECHI 和 
anti-GAPDH 杂交 的 实验 组 ( + ) 有 条 带 , 说 明 家 鼻 微 
孢子 虫 能 与 ECHI 和 GAPDH 蛋白 结合 ,对 照 组 ( - ) 
没有 条 和 带 , 说 明 anti-ECH1 和 anti-GAPDH 不 能 和 家 
和 蛋 微 孢子 虫 结合 ;anti-HCDH 抗 血清 杂交 的 实验 组 和 
对 照 组 都 没有 条 带 。 共 沉淀 的 结果 进一步 验证 了 家 
EMATERA FHECH 和 GAPDH 具有 相互 
作用 。 

















anti-ECHI 
T 


Ew. 


图 3 3C pde T R26 TH$STREI ECHI, 
GAPDH 和 HCDH 的 免疫 共 沉 淀 分 析 结 果 
Fig. 3 Immunoprecipitation results of Nosema bombycis 
with Bombyx mori midgut proteins ECHI, GAPDH and HCDH 
+: SONAH CAE GILT Hi 32b 5 f ECHI, GAPDH 和 HCDH 和 蛋白 
孵育 Experimental group (N. bombycis incubated with proteins ECHI , 
GAPDH and HCDH); -: 对 照 组 (家 蛋 微 孢子 虫 不 与 纯化 的 
ECHI, GAPDH 和 HCDH 2E HPY ) Control group (N. bombycis not 
incubated with proteins ECH1, GAPDH and HCDH). 


anti-GAPDH anti-HCDH 









































2.5 ”间接 免疫 荧光 分 析 家 看 微 孢 子 虫 与 家 乔 中 肠 
蛋白 质 的 相互 作用 

GAPDH 5 Z AMi T EIE A , anti-GAPDH 抗 
血清 处 理 后 ,在 荧光 显微镜 下 能 观察 到 绿色 殉 光 信 
号 ,而 阴性 血清 处 理 的 样品 不 能 观察 到 绿色 奖 光 信 
号 (图 4) 。 说 明 家 和 看 的 GAPDH 能 通过 集 白 质 的 相 
互 作用 结合 到 家 春 微 孢子 虫 表面 。ECH1 和 HCDH 
Hzc pU T UPS A Je B5] IFA 实验 中 , 抗 血清 和 阴 
性 血清 处理 的 样品 都 只 能 观察 到 微 抱 子 虫 孢子 核 的 
蓝 色 荧 光 信 号 ,不 能 观察 到 绿色 获 光 信号 。 说 明 
ECHI 和 HCDH H KAMIT RKM E A AEE 
用 较 弱 ,很 容易 被 清洗 除去 。 


Dd 





A 


3 讨论 


经 过 Far-western blot 筛选 到 家 看 蛋白 ECHI, 


GAPDH 和 HCDH 能 与 家 看 微 孢子 虫 发 生 相互 作 
用 , 共 沉 演 验 证 了 家 和 蛋 ECHI 和 GAPDH 5 (o fa T 
虫 的 相互 作用 ,间接 免疫 荧光 定位 实验 进一步 验证 
了 家 和 蛋 GAPDH 与 微 孢 子 虫 的 相互 作用 。 

ECHI 是 脂肪 酸 B- 氧 化 的 关键 酶 。 脂 肪 酸 通过 
B- 氧 化 生成 乙酰 CoA ,和 较 原 来 少 两 个 碳 原子 的 脂 
肪 酸 ,为 生物 体 提 供 合 适 长 度 的 脂肪 酸 和 能 量 。 脂 
肪 酸 B- 氧 化 在 线粒体 内 进行 ,ECHI 定位 在 线粒体 
膜 上 。 家 答 微 孢子 虫 基因 组 缺乏 脂肪 酸 B- 氧 化 的 
部 分 基因 ,但 是 具有 脂肪 酸 转运 蛋白 , 它 可 能 直接 从 
宿主 细胞 中 获取 一 定 长 度 的 脂肪 酸 链 合成 长 链 脂肪 
Re. KEMI TE E A H npn d DURS K BS US B 
CoA 连接 酶 ,说 明 其 利用 宿主 的 短 链 脂肪 酸 合成 长 
链 脂肪 酸 , 不 需要 从 头 合成 (Dolgikh et al., 2009; 潘 
国庆 , 2009) , Z& f i fel T- HU RIZCdS ECH 有 明显 
HJHH , 2 3c uf 37 E RE RUF A PR ENEH SE 
近 线 粒 体 ,方便 利用 脂肪 酸 B- 氧 化 产生 的 脂肪 酸 和 
乙酰 CoA ,同时 也 方便 利用 宿主 细胞 产生 的 ATP , 弥 
补 微 钨 子 虫 没 有 线粒体 造成 的 能 量 不 足 。ECHI 是 
一 种 多 功能 的 和 蛋白, 不仅 参与 B- 氧 化 ,细胞 的 增殖 
AAE ,还 参与 病毒 的 持续 感染 , 介 导 病毒 与 宿主 蛋 
白 之 间 的 互 作 (Carpenter et al., 1992; Takahashi et 
al., 2007), MAKEME ECHI 的 相 
HEH T 2r f fe T- RI HE 3: 28008 7^ E R5] I 
和 能 量 外 ,可 能 还 有 其 他 的 生物 意义 (Zhou et al., 
2010; Nabokina et al., 2011; Zhang et al., 2011) , 需 
要 进一步 的 探究 。 

家 鼻 微 爷 子 虫 基因 组 存在 完整 的 糖 酵 解 途径 和 
磷酸 戊 糖 途 径 ,但 缺少 三 羧 酸 循环 (TCA ) 代谢 途径 
(EER, 2009) 。 糖 醇 解 是 葡萄 糖 在 无 氧 条 件 下 分 
解 成 丙酮 酸 并 产生 ATP 的 过 程 , 如 果 丙 酮 酸 不 经 过 
TCA 途径 最 终 氧 化 分 解 ,那么 1 分 子 丙酮 酸 仪 产生 2 
个 ATP, 这 远 远 不 够 家 看 微 侈 子 虫 生 长 繁殖 所 需 。 家 
和 蛋 微 孢子 虫 的 基因 组 中 存在 的 3 个 拷贝 的 ATP 转运 
体 , 它 可 以 直接 从 宿主 细胞 中 获取 能 量 ( 潘 国庆 ， 
2009), GAPDH 是 糖 酵 解 途径 中 关键 性 的 酶 ,与 ATP 
的 合成 密切 相关 , 它 在 众多 的 生物 中 具有 高 度 的 种 属 
保守 序列 (Kubo, 2011 ; Zhang et al., 2011) 。 RIA 
孢子 虫 具有 糖 酵 解 途径 ,为 什么 还 会 向 着 宿主 糖 醇 解 
的 途径 靠近 呢 , 我 们 推测 , 家 看 微 孢子 虫 通过 与 
GAPDH 相互 作用 , 尽 可 能 在 空间 上 靠近 宿主 细胞 的 
糖 酵 解 途径 ,除了 获得 糖 酵 解 产生 的 ATP 外 ,同时 摄 
取 和 宿主 细胞 糖 酵 解 途径 提供 的 碳 骨 架 , 以 满足 家 笃 微 
孢子 虫 生存 和 繁殖 的 物质 和 能 量 需求 。 
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图 4 
Fig. 4 


A: 蛋白 GAPDH 4E f o fel T ub ETT JG 一 抗 anti-GAPDH 处 理 , 


, 经 过 


GAPDH and then treated with anti-GAPDH, blue and green fluorescence signals were observed; B; 蛋白 GAPDH 与 家 


处 理 ( 对 照 组 ) ,未 见 绿色 荧光 信 
no green fluorescence signal was observed. LICHT: 


同 列 前 


照 组 


AME 
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酸 荧 光 素 Fluorescein isothiocyanate; Merged : 前 两 
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